Screening of SNP Loci of Growth-related Candidate Gene and Genetic Diversity of Five Populations Based On Microsatellite Markers in Fujian Oyster, Crassostrea angulata by 楚瑞敏
  
学校编码：10384                                     分类号      密级         
学号：21620121152308                                            UDC        
 
 
 
 
硕 士 学 位 论 文 
   
福建牡蛎生长相关基因 SNP 位点的筛选及五个
群体遗传多样性的微卫星分析 
Screening of SNP Loci of Growth-related Candidate Gene and  
Genetic Diversity of Five Populations Based On Microsatellite 
Markers in Fujian Oyster, Crassostrea angulata 
 
楚瑞敏 
指导教师姓名：黄河清 教授 
专 业 名 称： 生物化学与分子生物学 
论文提交日期：2015 年 5 月 
论文答辩时间：2015 年 5 月 
答辩委员会主席：           
评    阅   人：            
2015 年 5 月
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。本人
在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文中以适当
方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活动规范(试行)》。 
另外，该学位论文为 (            )课题 (组 )的研究成果，获得
(            )课题(组)经费或实验室的资助，在(               )实验室
完成。（请在以上括号内填写课题或课题组负责人或实验室名称，未有此
项声明内容的，可以不作特别声明。） 
 
声明人(签名)：  
                                    2015 年 5 月  日 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》等
规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位论文(包
括纸质版和电子版)，允许学位论文进入厦门大学图书馆及其数据库被查
阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国博士、硕士学位论文共
建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和摘要汇编出版，采用影印、
缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
(     )1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，于  年 
月 日解密，解密后适用上述授权。 
(  √  )2.不保密，适用上述授权。 
(请在以上相应括号内打―√‖或填上相应内容。保密学位论文应是已经
厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委员会审定的
学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为公开学位论文，
均适用上述授权。) 
 
                             声明人(签名)：  
2015年 5 月  日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘 要 
I 
摘要 
福建牡蛎(Crassostrea angulata，C.angulata)又名葡萄牙牡蛎，具有重要的经济价值
和生态价值，但由于长期未经选育以及人工育苗的应用，导致牡蛎养殖出现经济性状衰
退及死亡率逐年增高等现象，亟需加强种质资源保护，开展遗传改良研究。本研究利用
单核苷酸多态性分子标记（single nucleotide polymorphism，SNP）对福建牡蛎生长相关
的 5 个候选基因，即胰岛素相关多肽（insulin related peptides，IRPs）、ɑ-淀粉酶（ɑ 
-Amylase，ɑ-AMY）、糖原合酶激酶 3β（glycogen synthase kinase 3β，GSK3β）、糖原
合酶（glycogen synthase，GYS/GS）和肝细胞生长因子（Hepatocyte growth factor，HGF），
进行序列多态性研究，并分析了它们与生长性状之间的相关性，筛选出有利基因型；此
外，利用 13 个微卫星标记对福建牡蛎 5 个地理群体（即宁波、宁德、泉州、东山和深
圳群体）的遗传多态性进行分析，为分子标记辅助育种及种质资源保护提供依据。 
为寻找与福建牡蛎生长相关的单核苷酸多态性位点，先后使用了高分辨率熔解曲线
（High Resolution Melting，HRM）技术和高通量测序（ Next Generation Sequencing，
NGS）方法。首先使用 HRM 技术在胰岛素相关多肽基因中筛选到 2 个与福建牡蛎生长
显著相关的 SNP 位点（P<0.05），即 A1740T 和 A1712C。其中，位点 A1740T 的 AT
型个体的总重和壳长明显高于 AA型个体（P<0.05），与 TT型个体的差异未达到显著
水平（P>0.05）。A1712C 位点的 AC 型个体的壳长、壳宽、总重和壳重明显高于 AA
型个体，与 CC 型个体稍有差异但未达到显著水平。 
由于 HRM 技术在牡蛎这种高杂合度的非模式生物的未知 SNP 位点的大量筛查过
程中遇到了一些问题，后续试验我们改用了准确度和灵敏度更高的高通量测序方法。在
ɑ-淀粉酶、糖原合酶激酶 3β、糖原合酶和肝细胞生长因子四种基因中分别筛选到 16、2、
27 和 3 个 SNP 位点，它们均能与福建牡蛎的部分生长性状显著相关（P<0.05）。其中，
ɑ-AMY基因的位点 T296587A的 TT型个体在总重和壳重方面比 AA和 TA型个体具有
显著优势，位点 C296601G的 CC 型个体在总重、壳重、壳高和壳容积方面比 GG和 CG
型个体具有显著优势，位点 G295736A的 AA型个体在总重、壳重和壳长方面比 GG和
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GA型个体具有显著优势。GSK3β 基因的两个 SNP 位点对总重影响不显著。GYS 基因
的位点 A201566T 的 TT 型个体与 AA 和 AT 型个体在总重、壳重、壳长、壳宽和壳容
积方面有显著差异，位点 T201752C 的 CC 型，位点 A201794G的 GG型，位点 G201806A
的 AA型，位点 T197250A 的 TT型，位点 C197308G的 GG型个体在总重、壳重、壳
长、壳宽、壳高或壳容积的表现上都明显高于其他两种基因型。在 HGF 基因中 T462986C
位点的 TT和 CC 型个体的总重和壳长明显高于 TC 型个体。 
基于 13 对微卫星引物我们研究了宁波、宁德、泉州、东山和深圳五个地理群体的
遗传多样性。结果表明，5 个福建牡蛎群体在本研究所用的 13 个微卫星位点检测下均
表现为中度或高度遗传多样性。遗传距离分析显示，宁德群体与泉州、东山和深圳群体
的亲缘关系较近，深圳与东山群体的亲缘关系也比较近，而宁波群体与其他四个群体的
亲缘关系都较远。聚类分析显示，宁德、泉州、东山和深圳四个群体聚为一簇，宁波单
独为一簇。该结果与 5 个牡蛎群体的地理分布一致。 
本论文对福建牡蛎的分子标记的筛选进行了初步研究，利用不同方法获得了较多
的分子标记，并对其多态性进行了分析，为分子标记辅助育种提供了依据。 
 
关键词：遗传多样性；生长；微卫星
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Abstract 
Fujian oyster ,Crassostrea angulata, also known as the Portuguese oyster, has important 
economic and ecological value, but as a result of the long-term artificial breeding, cause 
oyster germplasm resource degradation, the degeneration of production  traits and mortality 
increased , an urgent need to strengthen the protection of germplasm resources, optimize the 
genetic breeding measures.In this study, single nucleotide polymorphism markers on several 
growth-related genes( ɑ amylase,insulin- related peptide gene, glycogen synthase kinase 3 
beta, glycogen synthase and hepatocyte growth factor)of C. angulata were studied and 
analyzed the correlation between them and the growth traits;At the same time, the use of 13 
pairs of polymorphic microsatellite loci for genetic polymorphism of C. angulata five 
geographic populations(namely, Ningbo, Ningde, Shenzhen, Dongshan and Quanzhou)were 
analyzed,this can provide a theoretical basis for germplasm conservation and molecular 
marker assisted breeding. 
For screening SNP loci of several candidate genes, we has used a high-resolution 
melting curve technology and high-throughput sequencing methods.First, the use of HRM 
technology in glycogen synthase kinase 3β screened three SNP loci, namely G489327T, 
T487977A and G487979T, in insulin-related peptide gene screened two C. angulata growing 
significantly associated SNP loci (P <0.05 ), namely A1740T and A1712C.The total weight 
and shell length of oysters with TA genotype in A1740T were significantly higher than AA 
genotype, with the TT genotype differences did not reach significant levels (P> 0.05). The 
shell length, shell width, total weight and shell weight of oysters with AC genotype was 
significantly higher than AA genotype , with the CC individua differ slightly but did not reach 
a significant level. 
There are some problems in the process of screening unknown SNP loci for this high 
heterozygosity non-model organisms like oyster by HRM technology, so we switched to the   
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high-throughput sequencing methods,which is more accuracy.In ɑ amylase, glycogen 
synthase kinase 3 beta, glycogen synthase and hepatocyte growth factor gene,were screened 
16, 2, 27and 3 SNPS loci respectively, they can part with C. angulata growth traits significant 
correlation (P <0.05).In ɑ amylase，the total weight and shell weight of oysters with TT 
genotype in T296587A were significantly higher than AA and TA genotype (P <0.05),the 
total weight,shell weight, shell height and shell volume of oysters with CC genotype in 
C296601G were significantly higher than GG and CG genotype,the total weight,shell weight,  
and shell length of oysters with AA genotype in G295736A were significantly higher than GG 
and GA genotype.In GSK,the two SNP loci didn‘t have significant effect on total weight.In 
GYS,the total weight,shell weight, shell length,shell width and shell volume of oysters with 
AA and AT genotype in A201566T were significantly higher than TT genotype, The CC 
genotype of site T201752C,the GG genotype of site A201794G , the AA genotype of site 
G201806A , the TT genotype of site T197250A , and the GG genotype of site C197308G are 
significantly higher than the other two genotypes in the total weight, shell weight, shell length, 
shell width, shell height or shell volume.In HGF,the total weight and shell length of oysters 
with TT and CC genotype in T462986C were significantly higher than TC genotype.  
Based on 13 pairs of microsatellite primers ,We investigated the genetic d iversity of 
Ningbo, Ningde, Shenzhen, Dongshan and Quanzhou five geographic groups of C. angulata. 
The results showed that five C.angulata populations in 13 microsatellite loci used in this 
study were shown  moderate or high level of genetic diversity.Gene tic distance analysis 
showed closer genetic relationship among Ningde groups with Shenzhen, Dongshan and 
Quanzhou groups , Shenzhen and Dongshan groups is relatively recent，but Ningbo group is 
far from the others. After cluster analysis, Ningde, Shenzhen, Dongshan and Quanzhou four 
groups clustered together, Ningbo independence as a class. The results are consistent with the 
geographical distribution of five oyster group.  
In this paper,  molecular markers for the screening of C.angulata and its role in 
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genetics and breeding were studied, using different methods to obtain more molecular 
markers, and its polymorphisms were analyzed ,provide a reference for molecular marker 
assisted breeding . 
 
Keywords :Genetic diversity;Growth;SSR
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第一章  绪论 
1.1 我国牡蛎养殖现状和遗传育种研究进展 
1.1.1 我国牡蛎养殖业现状 
牡蛎隶属软体动物门，双壳纲，是迄今为止世界第一大养殖贝类，分布非常广泛，
几乎世界上所有临海的国家都有牡蛎的分布。牡蛎不仅肉鲜味美、营养丰富，是一种营
养价值很高的海产珍品，素有 “海中牛奶”之称，而且牡蛎的含锌量极高，在人类食
物中位列前茅。同时，牡蛎中含有海洋生物特有的多种活性物质及氨基酸，其中牛黄酸
在医学界被认为具有益智健脑、促进新生儿脑部发育，降脂减肥、促进胆固醇分解的作
用。另外，牡蛎还具有独特的滋养功效，可增强机体免疫力[1]。Matsuda 等 2003 年报
道，牡蛎中所含的大量糖元可作为人体细胞进行新陈代谢的能源，补充体内能量储备，
提高体力和脑力的活动效率[2]。因此牡蛎有很高的经济价值，是我国乃至世界重要的海
水养殖对象。根据联合国粮农组织 2013 年的统计，世界牡蛎年产量已由 1950 年的 20
万吨增至 2012 年的 474.2 万吨(FAO，2013)。国家统计局的数据显示，2013 年我国水产
品产量达 6,172.00 万吨，海水产品产量为 3,138.83 万吨，其中牡蛎产量为 421.8644 万
吨，占海水产品总量的 13.4%[3]。    
牡蛎主要生活在潮间带及浅海区，营固着生活，潮间带复杂多变的环境造就了牡蛎
对温度、盐度、干露以及海区常见病原和陆源污染物等极强的抵抗能力，并使之具有独
特的生长、代谢、发育方式以适应所处的复杂栖息环境[4,5]。在低潮露出水面时，牡蛎
能够耐受低纬度地区夏季酷热干燥的天气，也能够适应高纬度地区的冰冻天气；而且在
离水露空条件下牡蛎可存活 1~2 周。牡蛎对海水盐度也有较为宽泛的耐受能力，牡蛎
不仅可以分布在盐度较高的海域，也可以在盐度相对较低的河口区生长，由此可见牡蛎
是抗逆性非常强的海洋动物之一。此外，牡蛎对重金属离子也有很强的富集能力，体内
金属离子浓度能够达到周围环境中金属离子浓度的数倍甚至数十倍。 
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我国牡蛎养殖主要分布于辽宁、山东、浙江、江苏、福建、广东、广西和海南等省；
其中福建省的养殖规模最大，几乎占了全国牡蛎养殖总量的 50%；其次为山东、广东和
广西，各占全国总量的 15%左右。已有研究指出，我国沿海分布的牡蛎约有 20 余种，
主要养殖种类包括长牡蛎（C. gigas）、福建牡蛎（C.angulata）、香港巨牡蛎
（C.hongkongensis）和有明巨牡蛎（C.ariakensis）等[6,7,8]。 
近几年，随着牡蛎养殖规模的扩大，牡蛎产量大幅度提高，但也出现不少问题，如
死亡率逐年增高、生长速度慢等现象。另外，由于缺乏科学的规范和指导，长期人工育
苗的应用和异地交流也导致种质资源受到一定的影响。因此，加强牡蛎种质资源保护和
育种研究，促进牡蛎养殖良种化，具有重要意义。 
1.1.2 福建牡蛎 
福建濒临东海、南接南海，为亚热带水域，夏、秋两季受北上的黑潮暖流支流的影
响，冬春两季又受南下的沿岸流的影响，另有闽江、九龙江、晋江等河流的大量淡水注
入[9]。福建沿海海域面积辽阔，海岸线绵长曲折，形成了许多天然港湾，为牡蛎养殖提
供了优越的条件。福建地区牡蛎资源非常丰富，已发现的牡蛎约有 11 种，包括福建牡
蛎 (C.angulata)、太平洋牡蛎 (C.gigas)、香港巨牡蛎 (C.hongkongensis)、有明巨牡蛎
(C.ariakensis) 、熊本牡蛎 (C.sikamea) 、  近江牡蛎（ C. rivularis ）和棘刺牡蛎
（Ostrea.echinata）等[10,11,12]。 
福建牡蛎 (C. angulata)又名葡萄牙牡蛎，曾被误定为褶牡蛎、僧帽牡蛎，是福建最
主要的贝类养殖种类。国家统计局的统计结果显示，2013 年福建省牡蛎养殖产量达
1,521,408 吨，占全国牡蛎养殖总产量的 36.06%，居全国首位，其中主要养殖种类为福
建牡蛎[3]。可见，福建牡蛎在福建省乃至全国的海水养殖产业中都占有重要地位。 
1.1.3 牡蛎遗传育种研究进展 
传统的育种是根据样本材料的表型，通过逐代选择或杂交，对育种目标性状进行有
效的选择和积累，以培育出品质和产量能够满足生产需求，优良性状可稳定遗传并且能
适应特定的养殖条件的优良品种。在牡蛎选择育种研究中，选择目标大都集中在生长率、
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